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ABSTRACT 
Te10meres at the chromosome ends shorten with each cel division， resu1ting in cellu1ar 
senescence. Tumor cells， un1ike norma1 somatic cells， express te10merase that maintains 
te10mere length. As a number of chromosomes with 10ss of heterozygosity(LOH) were 
reported in hepatocellu1ar carcinoma (HCC) ， we transferred 5 different， indivisua1 norma1 
chromosomes(2， 4， 5， 10， and16) to a HCC cel 1ine(HMc-Li7) by microcell fusion. On1y 
chromosome 10 suppressed the cel pro1iferation and te10merase activity. 
A9 cells containing the short arm of chromosome 10 (10p) were iso1ated from A9 cells 
containing a human chromosome 10 during severa1 passages. The fragment repressed both 
proliferation and telomerase activity in HMc-Li7 cells by microcell fusion. Revertant clones 
which escaped from the cellu1ar senescence program showed the te10merase activity again. 
Thus， the 10ss of indefinite growth potentia1 was associated with the 10ss of te10merase ac-
tivity. For more datai1 mapping of the putative repressor gene， we iso1ated 20 A9 clones 
with the further smaller size of fragments by microcell fusion using X-ray irradiation(2. 5~ 
10Gy). Four clones of them induced the cellu1ar senescence and severe reduction of 
te10merase activity in HMc-Li7 cels. We attempted FISH-painting ana1ysis with the probe 
which consisted of the products obtained by A1u-PCR， using DNA derived from the human 
chromosome fragments (A2. 52) that showed the suppression of cellu1ar pro1iferation and the 
reduction of te10merase activity. Thus， the fragments were derived from 10p12 or 10p14. 
These findings indicate that the putative repressor gene on chromosome 10p12 or 10p14 is 
associated with regu1ation of te10merase function in the HCC cel 1ine. 
(Accepted on March 18， 1996) 
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はじめに
染色体再端に存在する繰り返しのテロメア配列
(TTAGGG)を付加する酵素であるテ口メレース
は，テロメレ配列の鋳型としてのRNAをもっ
RNA 蛋白複合体であり，一種の逆転写酵素で
ある削)20) テロメレース活性は不死化細胞と腫蕩
細胞において認められ，正常細抱と癌細胞の聞に
違いが示されている14)35) 腫蕩細胞の細胞抽出液
でのテロメレース活性は正常細胞の細胞抽出液で
抑制されないため，正常総胞は腫蕩細胞のテロメ
レース活性を抑制する抑制物質を含まず，むしろ
テロメレース発現に対するリブレッサー遺伝子の
存在が想定されている26) 特異的な染色体に存在
していると推定されるこのテロメレースリプレッ
サー遺伝子のマッピングの一つのアプローチは，
正常染色体移入により抑制されたテ口メレース活
性が再活性されたハイブリッド細胞での欠失した
染色体領域の問定である.さらに痘接的なアプ
ローチは，特異的な単一染色体やその断片を保有
するA9細砲を徴小核融合法によって麗蕩細胞へ
移入し，細胞形態の変化，細胞増殖抑制，テ口メ
レース活性抑制を検索し，染色体断片を同定する
ことである33)44)15)28)36) 
肝細抱癌 (HCC)は分子遺伝学的なアプローチ
によって，段階的に起こる多くの遺伝的変化の蓄
積が明らかにされてきた腫蕩の一つである.例え
ば， p53やRBのような癌抑制遺伝子の不活化あ
るいは癌遺伝子の活性化などがあり，肝発癌の現
象に深く関与している抑制42);)22)16)4])狂CCでの
Loss of heterozygosity(LOH)は， 1， 3， 4， 5， 6， 
7， 8， 10， 11， 12， 13， 14， 15， 16， 17， 18， 19， 
21， 22番染色体でしばしば観察されている.一方，
細胞増殖抑制の多経路モデルは染色体移入法を用
いた研究結果によって実証されているが32)，テロ
メレース活性抑制がその1っと考えられる.この
可能性を確かめるため，癌抑制遺伝子が存在する
と推定される染色体のうち， 2， 4， 5， 10， 16番
染色体をヒトのHCCから樹立された細胞株
(HMc-L i7) 1])2;)に徴小核融合法により移入し
た.その結果， 2， 4， 5， 16番染色体では効果は
なかったが， 10番染色体によって著明にHMc-Li
7の増殖を抑制し，有意なテロメレース活性抑制
を示した.まれに出現するリバータント細胞は再
びテロメレースの活性を認めた.当研究によって，
10p12と10p14の両方あるいはどちらか一方がテ
ロメレース活性抑制遺伝子であることをを示唆す
結果を得た.
対象及び方法
1.細胞
HMc-Li7は肝細胞癌患者 (45歳男性)の癌部
組織より国立ガンセンターの広橋らによって樹立
された細胞株である11)2i)染邑体の核型分析によ
り約70%の細胞で46，XY， -8， -11， -17， -21， 
+4， +marという核型であり，他の細抱では46，
XY， -8， -11， -17， -21に付加的でランダムな
染色体変化が認められた.これらの細胞は造麗蕩
性があり 10;個をヌードマウスに注入すると 2~
4週間で腫壌を形成した.この細抱株はRPMI
1640， 10%FCS， 100U/m1ペニシリン， 100μ 
g/m1ストレブトマイシンで培養した.ヒト染色
体のドナーとして使われたヒトの単一染色体 (2，
4， 5， 10番染色体)を含むマウスA9微小核雑種
細胞クローン[A9(bsr2)， A9 (bsr4)， A9 (bsr5)， 
A9 (bsr10) ]はpSV2bsr遺伝子で標識されてお
り，ヒト10番染色体[A9(neo10) ]はpSV2neoプ
ラスミドDNAで標識されている15) これらのク
口ーンをDMEM，10%CS， 100U/m1ペニシリン，
100 μg/m1ストレプトマイシンと3μg/m1のBSH
あるいは800μg/m1のG418で培養した.この間す
べての細胞株でマイコプラズマの存在を寄定し
た.培養は3rc，5% CO2のインキュベーター中
で行われた.細胞はPBSで洗い， 0.2%のトリプ
シン (0.5mMのEDTAを含む)で処理すること
によりサブクローン化した.
2. X線照、射徴小核細胞融合法による染色体移入
pSV2-neoあるいはpSV2-bsrで標識されたヒト
染色体をもっマウスA9 ヒト染色体ライブラ
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リーを使って2，4， 5， 10， 16番染色体を徴小核
融合法により各々単独にHMc-Li7に移入した.
徴小核を誘導するために 1X 106個のA9微小核雑
種細胞をコルセミド処理し， 20%FCS， DMEM 
で培養した.48時間の培養後，温めておいた無血
清の10μg/m1のサイトカラシンBを含むDMEM
で満たし，超遠心機を用い340C，1hr， 10000gで
遠心した.ペレットとなった徴小核を無血清の
DMEMで再懸潟し， 8μm， 5μm， 3μmのフ
ィルターで処理した.この3段階のフィルター処
理の前に，超遠心分離後ペレット化した徴小核細
胞に総量2.5から10GyまでのX線を照射し，徴小
核細胞を断片化した.精製された徴小核細抱は
400g， 10分で遠心しペレット化し， 100μg/m1の
PHAを含む無血清DMEM4m1で懸渇した.徴小
核細胞は予め洗っておいた親株のHMc-Li7に接
着させた.その擦， 80%の細胞密度で，3TC， 15 
分培養した.細胞は47%のPEG3 mlで1分間処
理し， DMEMで、洗った.24時間後，細胞をトリ
プシン処理し 6枚のフラスコへ蒔き 8μg/ml
のBS百あるいは400μg/mlのG418を含む培地で、3
週間以上培養した.BSHあるいはG418を含む培
地で選択培養後，雑種細胞はクローニングし，更
なる解析目的ため，継代培養すると向時にその染
色体をキナクリン染色とヘキスト33258染色で解
析したお
3.染色体解析
前述した方法で染色体解析を行うため， HMc-
Li7細胞および染色体導入縮胞中の染色体をキナ
クリン十ヘキスト33258染色法によって解析し，
少なくとも100個の中期の染色像を詳しく核型分
析した.
4.造腫蕩性の検索
ヌードマウスでの造腫蕩性を調べるために10p
を移入し， BSHで選択されたクローンのリバー
タント細胞をトリブシン処理し回収した後，無血
清のRPMI1 640で4~ 6回洗った.0.2mlのRPMI
1640中に懸濁した1X 107個の細胞を 4~5 週齢の
無胸腺ヌードマウス (BALB/CAJc1-nu mice)の
皮下へ接種した. 6ヵ月間ヌードマウスの腫蕩形
成能を調べ，その造腫蕩性は連続的に臆療を形成
する能力で評価した.
5.In vitro growth assay 
親株であるHMc-Li7と徴小核雑種細胞の増
殖率と飽和密度を検索するために，細抱を60mm
のプラスチックペトリディッシュあるいは24穴の
ディッシュに細胞を播きディッシュ当たり5
X 104個の密度で10%FCSを含む培地で培養した.
培地は 3日毎に交換した.細胞の算定は連日24時
間毎に約2週間にわたりトリブシン処理後の細胞
で行い，その増殖率を増殖曲線の対数部分から求
めた.また各々のクローンが最高錨和状態の細胞
数から細胞飽和密度を算定した.
6. pSV2bsrの検出
選択マーカー遺伝子であるpSV2bsrの徴小核雑
種細胞での導入を確認するためのPCR解析は，
特に増殖抑制を起こしたクローンを用いて行っ
た.プライマ -5'-AGTAG-
CGACAGAGAAGATT AC-3' (bsr1) と5'-
ACAATCTGGTGCATAGTCTGA-3' (bsr2)は
bsrをコードしているシークエンスを含む298bp
の領域を増幅した.徴小核融合法により得た微小
核雑種細抱のうち増殖抑制を起こした細胞から
DNAを抽出した.そして1μlの細胞抽出液から
DNA(50ng~100ng) を各々 200μMのデオキシリ
ボヌクレオチドトリホスフェイト (dATP，
dCTP， dTTP， dGTP) ， 1μMのプライマ-bsr
lとbsr2， 0.25UのAmpli-Taq polymeraseと
PCRバッファーからなる10μ1の反応搭液で増幅し
た.最初の変性は950Cで2分間，それ以後は940C
で45秒間，5TCでのアニーリングが30秒間，そし
て720Cの増幅が45秒間の30サイクル，最後は720C
の増幅が 2分15秒間であった.増幅されたbsrシー
クエンスは電気泳動で 1xTBE中のポリアグリ
ルアミドゲル上で分離し，エチジウムブロマイド
やUVイルミネーターで処理した.PCRプライ
マーはBio-synthesisDNA synthesizerを使って
合成されたものを用いた.
7.サザンプロットによるテロメア長の測定
テロメア長を反映しているTRF(terminal 
repeat fragment)をサザンプロット解析によって
測定した.高分子量のDNAはブ口テアーゼ K処
理，フェノール/クロロホルム抽出を含む標準的
方法に従って細胞株から採取した.制限酵素であ
るエンドヌクレアーゼHinf1 )で完全に切断し，
196 三浦典正
O. 7%アガロースゲルで電気泳動し，ナイロンメ
ンブレンへのトランスファーを行った.合成され
たオリゴヌクレオチド (TTAGGG)4を [r-32p ] 
ATPで末端標識し，テロメア繰り返し配列のハ
イブリダイゼーションプロープとして使用した.
ハイブリダイゼーションは50'Cで20時間 6x 
SSPE/1 % SDS中で行った.最後にメンブレン
は50'Cで6x SSC/O. 1 % SDSで洗い，オートラ
ジオグラフィーを行い，スメア状のシグナルを測
定した.
8. テロメレース活性測定のためのTRAPアッセ
イ
TRAP (telomeric repeat amplification pro-
toco1)アッセイをKimet aP4)によって示された方
法で行った.すなわち，組織サンプル(100mg，
-80'C凍結保存)を200μ1の氷冷したライシスパ
ップァーでホモジェナイズし， 16000gで遠心分
離した.上清の一部 (0.1あるいは1μgの蛋白質)
を予め50μlの反応溶液が分注されているTRAP
アッセイチューブに加えた.反応溶液の組成は20
mM Tris-HCl (p百二8.3)，1. 5mM MgC12， 63 
mM KCl， 0.005% Tween20， 1mM EGTA， 50 
μM dNTPs， 0.1μgのTSプライマー ， 1μgのT4g
32プ口テイン， BSA(O.l mg/m1) ， 2μCiの〔α>
32pJ dCTPと2ユニットのすaqDNAポリメレー
ス， O.lflgのCXプライマーであり， CXプライ
マーはAmpliwaxによってチューブの底に分離さ
れている.10分間， 23'C処理でTSプライマーに
テロメア繰り返し配列を付加伸長させ， 95'C (30 
秒)， 50'C (30秒)， 72'C (1分30秒)を31サイク
ル行った.RNase(O.lμg/サンプル， 37'C， 10分)
で前処理したサンプルは陰性のコントロールとし
て用いた.最終産物は10%ポリアグリルアミドゲ
ルでの電気泳動とオートラジオグラブィーによっ
て処理した.
9. Inter-AluおよびL1PCR解析
部分的に欠落している10番染色体をもっ徴小核
雑種細胞を選別するためにスクリーニングによる
Inter AluおよびL1-PCR解析を行った17)25) 1 ~ 
3 x 103個のX線照射した微小核雑種細胞から
DNAを抽出するために0.45%のNP40，0.45%の
Tween20と600μg/mlのプロテアーゼ K，そして
35μ1のPCRバッファーを加えて， 37'C， 6 ~ 1 Oh 
培養した.プロテアーゼKの熱処理後 (95'C，10 
分)， 2μ1の細胞抽出液から抽出したDNAを20μl
の反応祷液で増幅した.反応溶液とはdATP，
dCTP， dTTP， dGTPを各々250μMずつ μ
MのブライマーTC-65およびL1狂s，0.5UのAm-
pli-Taq polymeraseとPCRバッファーを含むもの
である.初期変性は95'c (4分)で， 94 'C ( 1分)， 
55'Cのアニーリング(1分)， 72'Cの増幅(4分)
を35サイクル行い，最後は72'C(7分)で増幅し
た.増幅されたinter-Aluあるいはいシークエン
スは0.5xTBE中で1.2%のアガロースゲルの上
で電気泳動により分離した.その後，エチジウム
ブロマイド染色， UVイルミネーターで処理した.
プライマ -TC-65のシークエンスは
AAGTCGCGGCCGCTTGCAGTGAG-
CCGAGATであり，プライマーL1HsはScottet a 
134)によって恭された3'末端側208bpのシークエン
スであった.
10. Chromosomal Fluorescence in situ 
Hybridization (FIS日)
徴小核雑種細胞の有糸分裂の中期の染色体はキ
ナクリンマスタードで標識し，形態からヒト染色
体を再定した. PinkelやCherifら4)30)のinsitu 
hybridization法を用いて10番染色体上のpSV2bsr
の標識部位をマッピングした.pSV2bsrプラスミ
ドDNA(500ng/μ1)はdATP，dGTP， dCTP(0.4 
mMずつ)とどオチンー16-dUTP(1 mM)を使い，
ニックトランスレーションによって15'C，1. 5h 
でラベルした.ラベルされたプロープをサケ精子
由来DNAでブロックし， 20μlのホルムアミドに
溶解した.そのプローブ溶液を75'C，5分で変性
し， 20%デキストラン硫酸塩を含む等量の 4x 
SSCで混和し，そのハイブリダイゼーション溶液
は変性されたスライド上に滴下し， 3 7'C で16~24
h湿気のあるインキュベーターで培養した.50% 
ホルムアミド/2x SSC， 2 x C， 1 x SSC (各々
37'C， 15分間)， 4 xSSC(37'C， 5分間)で、洗っ
た後スライドはFITC( 5μg/ml)と共に 4x 
SSC/1 %BSAで培養した (37'C，45分間).ス
ライドを4xSSC， 4 xSSC(O.l% TritonX-100 
を含む)， 4 x SSCで各々10分間ずつ洗った後，
スライドをアンチアピジン (5μg/ml)と共に 4x 
SSC/1 %BSAで37'C，1h培養し 5分間ずつ4x 
SSC， 0.1% TritonX-100を含む 4x SSC， 4 x 
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SSCで洗った.アピジンーFITCでの37'C，45分間
処理を再度行った後，向様に5分間ずつ洗い， 0.5 
μg/m1のPIを含む抗退色防止剤で、封入し，シグナ
ルを顕散鏡下で確認し写真撮影した.
11. Chromosoma1 in situ suppression (CISS)ハ
イブリダイゼーション
正常な男性のドナー(提供者)からのPHA刺
激済みの末梢血リンパ球を10%FCSを含むTC199
で培養し有糸分裂の中期像をRー バンド法で処理
した.培養は5%C02，37'C， 48hで行った.チミ
ジン (300μg/ml)を培養中に加え，さらに15.5h
培養を継続した.細砲はTC199で2回洗い， 25μ 
g/m1 Brduで、処理し，さらに6.5h，37'Cで培養し
た.その後30分間コルセミド処理をした.その後
標準的な方法により染色体標本を作製した.R-
バンドの検出のためにはLichteret a1による蛍光
標識法(1990)を応用した.染色体標本はヘキス
ト33258(1μg/ml)を含むソーレンゼ酸緩衝液
(p狂6.8)中で5分間標識した.十分洗った後，
カバーガラスの下にパ、ソファーと共に封入した.
スライドは 3分間， 750Cでホットプレートに置い
た.その後， 200Wのブラックライトを照射し，
1. 0~ 1. 5cm離してお℃で6分間処理した.処理
済みのスライドはハイブリダイゼーションまで
800Cで保存した.徴小核融合法によりHMc-Li7
のテロメレース活性を抑制し，増殖を抑制した領
域，すなわち雑種細胞に保有されたヒト10番染色
体の断片領域を開定するために， R-バンドの有
糸分裂中期像を準備した19) HMc-Li7に増殖抑
制及びヒト染色体10p由来の断片を含むクローン
のテ口メレース活性の抑制を誘導したX線照射
雑種細胞パネル [A9(bsr10p)， A2.52， A2.57J 
からヒト特異的DNAプローブを作製するために，
Lengauerら18)によって作製された 2つのプライ
マー (CLlとCL2)を用いてA1u-PCRを行った.
プライマーの塩基配列は， CL1， 5'-
TCCCAAAGTGCTGGGATTACAG-3'; CL2， 5'
-CTGCACTCCAGCCTGGG-3'であった.PCR 
アッセイでは，プライマーは各々濃度0.25μMで，
250μMのdNTPsと2.0UのTaqpo1ymeraseを含み
PCRパップァーで全量を100μlとし，それと等量
の約100~150ngの雑種細胞DNAを加えた.初期
変性は960C，3分間で，その後960C (1分間)， 
37'Cのアニーリング (30秒)， 720Cの増幡(6分
間)を30サイクル，最後に720Cの増幅(5分間)
を行った. 1011の増幅されたDNAシークエンス
は1xTBE中の1.5%アガロースゲルでの電気泳
動により分離した.PCR産物はエタノール沈殿
し， 2f音量の蒸留水で再懸濁し，得られたDNAプ
ロープはCISSハイブリダイゼーションを用いた.
CISSハイブリダイゼーションと，アピジンが結
合したFITCによるプロープの検出は以下のプロ
トコールで、行われた. 300~500ngのA1u-PCRで、
増幅し， dATP， dGTP， dCTP(各0.4mM)とピ
オチンー16-dUTP(1mM)を使ったニックトラン
スレーションによって標識された雑種細胞DNA
を，標識されていないヒトDNAによるプレアニー
リングの後ペインテイングプローブとして使用し
た.ベインテイングプロープ溶液は750Cで5分間
変性処理し， 20%のデキストラン硫酸塩を含む等
量の4xSSCで混和し，ハイブリダイゼーション
溶液は変性されたスライドに滴下し37'C，16~24 
h培養した. 50%ホルムアミド/2xSSC，2 x 
SSC， 1 x SSC (37'C， 15分各々)で、洗った後，
4 x SSC(3rC， 5分)で洗い，さらに 4x 
SSC/1%BSA [アピジン， FITC(0.3μg/ml)]で37
oc， 45分間培養した.スライドを10分間ずつ 4x 
SSC， 0.lTritonX-100を含む 4xSSC，4x
SSCで、洗った後， 4 x SSC/1 %BSA (アンチアビ
ジンを含む)で37'C，1時間培養した.その後，
4 x SSC， 0.1% TritonX-100を含む 4x SSC， 
4 xSSCで 5 分間ずつ洗った • 37'C， 45分間でア
ビジン-FITC処理を再度行い，前述したように
5分間ずつ洗い， l%DABCOを含む抗退色防止
剤に溶解されたPIで染色を行い，シグナルを観
察した.
12.サザンプロット解析
HMc-Li7のテロメレース活性を抑制し，増殖
を抑制する10番染色体短腕の領域について，
FIS狂によって得られた結果を確認するため，サ
ザンプロットによるマッピング砕を行った.捨性の
コントロールとしてA9細胞のDNAs，10番染色
体のコントロールとして， A9 (neo10)， A9 
(bsrlOp) ，放射線照射雑種クローン (A2.52，
A2.55， A41， A44， A45， A82， A83， A84， A 
102， A103， A105， A109， A1011)，陽性のコン
トロールとしてヒト線維芽細胞， bsr遺伝子のコ
ントロールとしてA9(bsrl6)を使用し，制限酵
1.徴小核細胞融合法による染色体移入及び微小核
雑種細胞の染色体解析
HMc-Li7と正常ヒト染色体を保有するA9微小
核雑種細抱 A9(bsr2)， A9 (bsr4)， A9 (bsr5)， 
A9 (bsr10) ， A9 (bsrlOp)， A9 (neo16) との
微小核融合法により得られた微小核細抱を， 5個
~20個単離した(表 1 ) .それらには各々の染色
体が移入されており，さらなる解析のために継代
した.徴小核融合法により2，4， 5， 16番染色体
を移入した後に形成された全てのBS註及びG418
請す性のコロニーは形態的な変化を示さなかった.
またBSH耐性クローンのキナクリン解析ではク
ローンの70~100%でヒト染色体の2 ， 4， 5， 16番
と推定される正常な染色体のコピーがlつないし2
つ存在した.一方，完全な10番染色体を含むA9
細胞を徴小核融合法によりHMc-Li7に移入した
ところ，増殖抑制の後，リバータント様の再増殖
を認めた.そこでpSV2bsrプラスミドDNAプ
ロープを使ったFISH解析4)30)を行ったところ，
HMc-Li7に移入された10番染色体の10plこ共通欠
失が認められた.次いで10pを染色体移入して得
られたBSH耐性のコロニー20のうちの10コロ
ニーはbsr遺伝子が存在するにも関わらず細胞形
態の変化，増殖抑制，テロメレース活性の抑制を
きたし，それらの10クローンから 5つのリバータ
ントを得た.それらのQー バンド染色及びFISH
解析により，ヒト10番染色体断片のコピーが l本
あるいは2本認められた.
エチジウムブロ
正
3%アガロースゲルで分離され，
マイドで処理した.
結 果
典浦
素としては， Msp 1 (25unit/μ1)を用いた.
DNA断片をO.7%アガロースゲル上で電気泳動に
より分離し， 0.4N NaOH中でナイロンメンブレ
ンに移した 5つの10番染色体特異的なDNAプ
ロープ [SPDS-4(D10S17;10pter ~p13) ， 
VNTR-52 (D10S15;10q11. 2)， SPDS-29 (D10S 
16;10q21. 1 ~q23) ， HG105 (hu. urokinase 
cDNA;10q24)， HG240 (lm. OAT cDNA;10q26) ] 
を解析のために使用した.これらのプロープをラ
ンダムプライム法によって放射能標識し，フィル
ターをプレハイブリダイズし，サザンプロット法
でハイブリダイズした.
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13. Microsatellite多型解析
10番染色体短腕についてより詳細な解析を加え
るため，ヒト10番染色体の各部分を含む徴小核雑
種細胞を用いて，マイクロサテライト多型を用い，
解析をPCR法で行い，電気泳動した. 10番染色
体短腕のシークエンスから得られたPCRプライ
マーは[D10S172(lOp13)]， [D10S89 (lOp12. 3)]， 
[D10S11l (lOp11)]であり，長腕は [RBP3(10 
qll. 2)]， [D10S109 (lOq21)]， [D10S215 (lOq 
22.3)]， [D10S192 (lOq23.1)]， [D10S222 (lOq 
23. 31 ~q23. 33)]， [D10S168 (lOq24.1)]， [D 
10S209 (lOq25.1)] [D10S169 (l Oq26~qter)]で
あった43) PCR反応は100ngのDNAを含む全量
10μlで行い，各々のプライマーはlμM，50mMの
KCl， 10mMのTris-HCl(pH8. 3)， 1. 5mMの
MgC12 ， 200μMのdNTPs，0.5UのTaqポリメラー
ゼを含んでいる.PCR増幅は初めの5分は94'Cで
変性し，その後94'C (1分間)，アニーリングはお
'C (2分間)，増幡は72'C (2分間)を35サイクル
行い，最後の5分間は72'Cで行った.PCR産物は
へのヒト染邑体移入効果のまとめ1.肝癌細胞株 (HMc-Li7)
Number of revertant 
clones 
Number of clones 
that senesced 
Total number of 
colonies examined 
Average number of 
BSH or G418-resistant 
colonies/ experiment 
Human chromo-
some transferred 
? ? ? ?O 
O 
O 
10 
????
?
?
??
18.2 
16.7 
12.0 
28.5 
2 4 9 4.5 
O O 23 12.8 
#2 
#4 
#5 
#10p 
irradiated # 
10p(A2.52) 
#16 
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2.造腫蕩性とinvitroにおける徴小核雑種細胞の
増殖率
とリバータント細抱を，生後 4~5 週間の無胸線
ヌードマウスの 1簡所に107個皮下注射し，すべ
ての接種部位に 2週間の潜伏期の後，腫蕩形成を
認めた.
5つのリバータントクローンと2つの増殖抑制を
示すクローンの造腫療性と縮胞形態の変化を，親
株であるHMc-Li7のそれと比較した.HMc-Li7 in vitroにおける 5つのリバータントクローン
戸、 40
凸~ 、-
星a=s 30 
20 
E tO ロ品。同h T o O
Fγ 
microcell 
transfer 
t訓omeraseactivitv 
(g : positive x 1 
憧 positivex O. 1 
..: positive XO.Ol ・negative
40 80 120、 1601 death 
5/20 (25%) 
Cu1ture days 
2/20 (10%) 
函1.テロメレース活性をもっHMc-Li7と10番染色体短腕を移入した徴小核雑種クローン (20個)
の増殖曲線.そのうちの10個のクローンは約40回の細抱分裂の後に増殖抑制を示し，著明
なテロメレース活性抑制を示した.各々 5クローンは細胞死に至り，もう 5クローン
(HM10-1， 10-5， 10-13， 10-15， 10-18)は増殖抑制から逃れ， 50回以上の細胞分裂後，
親株とほぼ同じテロメレース活性を示した.
-::-40 
a口ペ
) 
a 8bロHヨb 30 
20 
-P百同9 ロCO 4 L 10 
O 
F-
O 
microcell 
transfeγ 
40 
5/9 (55.6%) 
telomerase activitv 
(g : positive X 1 
属 positiveX O. 1 
..: positive xO.Ol ・negative
80 120 
Culture days 
160 
函 2.テロメレース活性をもっHMc-Li7にX線を照射した10番染色体短腕の異なる断片を保有す
る22個の雑種クローンのうちのA2.52を移入した移入クローンの増殖曲線. 4クローンは著
拐なテロメレース活性の抑制と，増殖抑制を認めたが，再びテロメレース活性を得て増殖
抑制から逃れた.他の 5クローンは細胞増殖能は抑制されず，テロメレース活性も抑制さ
れなかった.
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図 3.HMc-Li7と10番染色体短腕の一部を含む (A2.52を導入したHMc-Li7)雑種クローンのテ
ロメレース活性.A2. 52S (senescence)はA2.52を移入することによって増殖抑制を示し
た雑種クローンを意味し， A2.52R (revertant)は細胞増殖から逃れたクローンを意味する.
A2. 52 Sはテロメレース活性は親株と比較して有意に弱く RNase感受性で、あり， A2.52Rは
テロメレース活性は親株と同様でありRNase感受性である.このことはA2.52を含むヒト染
色体の断片はHMc-Li7のテロメレース活性を抑制することを示している.
部分が異なっている徴小核雑種細胞をスクリーニ
ングするために， X線照射後のA9(bsr10p)の徴
小核細胞とマウスA9細胞とでX線照射微小核融
合を行1，¥5)，プライマーとしてTC-65やL1Hsを用
いたinterAlu-PCR解析によるスクリーニングを
行った17)25)34) その結果， 22個のBSH耐性クロー
ンが， X線照射雑種細胞パネルとしてクローニン
グされた.22クローンのうち13クローンはHMc-
Li7に移入するために継代した.
の増殖率を，10%CSを含む培地での倍加時間と
飽和密度で検討した.HMc-Li7細胞と比較する
と， 1つのクローンを除いた全てのリバータント
の増殖率は，親細胞と同程度かやや減少傾向にあ
った.
このように， 10番染色体の断片の移入により
HMc-Li7の増殖抑制を認め，移入された部分の
欠失によってリバータント化し，増殖能と造腫蕩
能の再獲得を確認した.
4.徴小核細胞融合法により移入されたクローンの
テロメレース活性
3.X線照射雑種細胞クローンのスクリーニング
10番染色体の短腕が部分的に欠失し，その欠失
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図 4.Rバンドの中期像で、のchromosoma1in situ suppression (CISS)ハイブリダイゼーション解
析.4-a)A1u-PCRによってA9( bsr10p)から得られたプロープでのペインテイングを示す.
b)A1u-PCRによってA2.52から得られたプロープでのペインテイングを示す.増殖抑制お
よびテロメレース活性抑制を誘導する領域を10p12および:'10p14に同定した.
10番染色体の断片が移入されたクローンは，初
期の段階で細胞形態の変化かっ細胞増殖抑制をき
たし，中には細胞死に至るものもあるため，その
DNAは抽出できなかった.微小核融合法によっ
て移入され，細胞増殖抑制に至った10クローンの
テロメレース活性は陰性であり， 10番染色体短腕
移入により細胞増殖抑制を示したクローンのうち
5つのリバータントクローン (HM10-1， HM10 
-5， HM10-13， HM10-15， HM10-18)はテロメ
レースの再活性を示し，各々の活性の強さは親株
と比べて同程度であった(図1).さ らに， 10番染
色体短腕の断片化された染色体を含むA9細胞
(A2.52， A2.57， A41， A103)と親株との微小
核融合により同現象が観察された.また増殖抑制
の誘導は， HMc-Li7とX線照射雑種クローン (A
2.52， A2.57)との微小核融合法で得られた 9ク
ローンのうちの 4クローンでも認められた(図2).
このように，この10番染色体の断片部分は，細
胞の増殖を抑える，テロメレース活性も抑制する
ことが明らかとなった(図3).
5.増殖抑制とテロメレース活性の抑制に関わる染
色体領域のマッピング
増殖抑制及びテロメレース活性抑制を誘導する
領域の同定を行った.増殖抑制を誘導した雑種ク
ローン (A2.52，A2.57)とA9(bsr10p)から，
A1u-PCRによって増幅したヒト特異的プロープ
を用いて，典型的なRー バンドの中期分裂像に
FISHを行った19)38) 図4 (4-a， 4-b)は， A1u-
PCR で増幅されたヒト特異的領域の
CISS (chromosoma1 in situ suppression)ハイブ
リダイゼーションの結果で， A9 (bsr10p)とX線
照射雑種細胞 (A2.52)から得た18) 3枚のスラ
イドで100個の中期分裂像を解析した結果，前者
では10番染色体の短腕に強いシグナルが2本の染
色分体で認められた.後者では10p12と10p14に
特異的なシグナルが観察された.
これらの結果は， Msp 1で切断されたDNAに
よるサザンプロット解析や， 10番染色体のマイク
ロサテライト多型を用いたPCR解析によって確
認した.特に10p14に含まれるプロープとして
202 三浦典正
SPDS04， 10p12に含まれるプロープとしてD10S
172， D10S89そしてD10S111を用いて目的の染色
体領域を検紫したところシグナルが検出できず，
目的の領域がさらに小さな領域であることが示唆
された.以上より， 10p12と10p14の再方あるい
は一方が細胞の増殖抑制およびテロメレース活性
抑制を制御する原因遺伝子を含む領域と考えられ
た.
考察
10番染色体のヘテ口接合性の欠失 CLO日)は，
HCC全体の25%で認められる10q26.1 ~qterの領
域を除いては全く報告されていないi) しかし10
番染色体の比較的頻繁に起こる変異と欠失は，多
形性謬芽腫，悪性黒色腫，前立腺癌，腎臓癌そし
て子宮頚癌を含む高転移能を有するヒトの麗壌に
おいて同定されてきた2)3)21)31 )3i) さらに， 10番染
色体全体あるいは10番染色体のかなりの部分を含
むヒトの多形性謬芽腫の雑種細胞は軟寒天培地上
での増殖能が抑制され，またヌードマウスでの腫
場形成も抑制され29)，10番染色体上の癌抑制遺伝
子の存在が示唆されていた.多形性謬芽腫のよう
な星状細胞腫では， 10番染色体の 3つの異なる欠
失領域が認められ，それらの lつはD10S33，D 
10S28， D10S34の領域を含む短腕の末端側であっ
た13)3i) 以上より 10番染色体上に幾つかの癌抑制
遺伝子が離れて存在する可能性が示唆されている
ことと，発癌のメカニズムとして2ヒット説だけ
でなく遺伝子量効果による発癌の可能性もあると
推察され，これが悪性腫蕩増殖の一四となってい
る可能性を去している. 10p12あるいは10p14の
構造的な変化は最も悪性度が高く高転移能を有す
る麗蕩の悪性黒色麗ClOp13~pter) と星状細胞腫
Cgrade3~ 4 )Cl Op14~pter)にのみ観察されてお
り，そのためこの特異的な染色体の領域を欠失す
ることが増殖抑制からの回避と，転移能の獲得を
むたらすと考えられる.
最近 2つの異なる正常染色体の移入により同
ーの腫虜細胞株に細胞増殖抑制を誘導することが
報ぜられてきたが，それは増殖抑制の多経路が細
胞株で不活化されているということを示してい
る32) テロメレースは内因性のRNAsを含み，一
般的には1.5リピートのテロメア相補配列CU-
AACCCUAを含む 2つの蛋白質からなる1)6) 完
全にテ口メレースを発現するために少なくとも内
因性RNAをコードしている遺伝子群と 2種の蛋
白質は必要不可欠なものであると思われる. した
がって，テロメレースが発現している細胞ではテ
ロメレースを構成するl因子をも阻害，抑制され
ていないと考えられる.一方，正常体細胞でもわ
ずかにテロメレースが発現しており，そこではテ
ロメレース活性を支配しているリプレッサー遺伝
子群が伺らかの機能を果たしていると考えられ
る12)それゆえに，麗蕩細胞におけるリプレッサー
遺伝子の欠失や変異がテロメレースの強い活性化
を導くものと考えられる.
我々はヒト染色体の10p12と10p14がヒト肝縮
胞癌由来細胞株に移入された際に，細胞増殖抑制
を誘導し，これらの細胞のテロメレース活性を抑
制することを示した.テ口メレース活性は，不死
化を制御している多経路において主な機能を果た
している.我々の結果から癌抑制遺伝子
CTSGs)とテロメレースリブレッサー遺伝子
CTRGs)の両方が無関係か，あるいは相互作用
的に関係しており，それらの局在は次のように推
定される. 1) 1 Op 12がTSGsをコードしており，
10p14はTRGsをコードしている. 2 )lOp12は
TRGsをコードしており， 10p14はTSGsをコード
している. 3 )lOp12はTRGsとTSGsの再方をコー
ドしている. 4 )lOp14はTSGsとTRGsの両方を
コードしている. 5 )TSGsはTRGsと悶ー であり，
10p12か10p14かのいずれかに位置している.同
一の遺伝子によれば，細胞周期に関与するTSGs
の性質上，テロメレースが細胞周期依存性である
ことになり，さらにHarleyらの叙説におけるM1
期とM2期の両方に向ーの遺佳子が関わるという
可能性は考えにくい. しかし，in vivoすなわち
肝発癌の過程では，非癌部である漫性肝炎や肝硬
変ではテロメレースの発現が弱し、ながらも認めら
れ，前癌病変である腺腫様過形成でのテロメレー
ス活性が肝細胞癌相当の高いレベルで発現してい
ることから， M1期の時点で既にテロメレースに
関わる遺伝子変化が起こっているとも推察され
る.この点について更に当研究の継続と蓄積が必
要であり，これらの2つの領域と可能性として考
えられる 2つの遺伝子がどのように関連している
のかを解明することが期待される.現在，我々は
新しい腫蕩抑制遺伝子とテロメレースリブレッ
サーに関連した遺倍子を精製するポジショナルク
ローニングのために， 10p12と10p14からのコス
テロメレース活性の抑制
ミドクローンの局在性に基づいて10p12と10p14
から多くのコスミドク口ーンを単離している.
結
? ? ?
1 .微小核融合法を用いて，肝細胞癌細胞株に10
番染色体を移入することによって細胞形態、の変
化，細胞増殖抑制，テロメレース活性の著減を認
め， リバータントではテロメレースの再活性を認
めた.
2.断片化された10番染色体の移入により，現象
の再現を認めたクローンにつきマッピングを行
い， 10p12， 10p14が原因遺伝子の候補領域とし
て考えられた.
3. 10p12および10p14の2つの領域と可能性と
して考えられる 2つの遺伝子がどのような関連の
下に発現および機能するのか，今後クローニング
を含めて原田遺伝子の解明が期待される.
稿を終えるにあたり，御指導・御校関賜りました鳥
取大学医学部細胞工学教室押村光雄教授，および御校
閲賜りました 2内科川崎寛中教授，分子生物学教室の
佐藤建三教授に衷心より感謝致します.
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